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becoming  increasingly  important. The circle of Willis perforation (cWp) model  is the most frequently used mouse SAH 
model. We report and discuss the technical surgical approach, results, and difficulties associated with the cWp model, 
with reference to the existing literature. Our results largely confirmed previously published results. This model may be 









Neuronal  injury  remains  a  challenging  issue  and  is  associated  with  a  poor  outcome  after  aneurysmal  subarachnoid 
hemorrhage  (SAH).  Neuronal  injury might  be  cerebral  vasospasm  (CVS) dependent or  independent  [16]. A variety of 
factors at  the molecular  level have been  implicated  in  the pathogenesis  of neuronal  injury and/or CVS. These  include 
cytokines and  chemokines, leukocyte and platelet adhesion molecules, transcription factors, and upregulated receptors [3, 
15, 16].  In  this  context,  experiments  using  genetically  engineered  animals  might  be  regarded  as  indispensable  to 
obtain  a  better  under‐  standing  of  the  molecular  pathophysiology.  The  number  of  publications  using mouse  SAH 
models has been rapidly  increasing during the past few years (Fig. 1a). Reviewing the  literature up  to 2012,  the circle of 
Willis perforation  (cWp) model is the most frequently used model (Fig. 1b). However,  reports providing  a detailed  step‐
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Fig. 1   (a) Cumulative number of 
publications with mouse SAH models, 
listed by year of publication. 
(b) Diagram showing the shares of the 
models in % 
 Surgical Procedure 
The mice were placed  in a supine position. A midline  incision was made in the neck. The underlying subcutaneous tis‐ 
sue was  separated  in  a  blunt  fashion  and  the  submaxillary  glands were  gently pushed  aside. A  triangle  formed by 
the sternohyoid/ omohyoid,  sternocleidomastoid,  and  posterior belly of the digastric muscle was visualized (Fig. 2a). By 
dissecting  the  triangle,  the  neurovascular  bundle  consisting  of  the  common  carotid  artery  (CCA),  vagal  nerve,  and 
internal  jugular vein was visualized in the depth (Fig. 2b). The CCA was isolated, marked, and gently lifted with a holding 
thread.  The  CCA was  traced  cranially  until  the  bifurcation.  At  the  bifurcation,  the  occipital  artery  (OA)  ‐  the  first 
branch  of  the  external carotid artery (ECA)  ‐ could be seen beside the  internal  carotid  artery  (ICA).  The  ECA  was 
traced  in  a cranial direction after the digastric muscle was pushed  later‐  ally  (Fig. 2b). The ECA was  traced until  its 
further branch‐  ing, preserving the ECA segment as long as possible. After a  ligation, the ECA was coagulated and cut. 
Then,  the OA was  sacrificed.  Afterwards,  the  ICA,  which  runs  in  an  inferior‐  medial direction  (point of  view), was 
traced. The removal of  the carotid body might be necessary because it might hamper the view. Next, the pterygopalatine 
artery  (PPA)  arising  from  the  extracranial  section  of  the  ICA  was  identified  (Fig.  2b).  The  tiny  branches  from  the 
glossopharyngeal nerve  lying on  the  ICA/PPA  bifurcation  were  gently  pushed  cranially  to  gain  an  adequate  view. 
Once  the  paths  of  the  ICA  and  PPA  were visible, the PPA was sacrificed  (Fig. 2c).  If the PPA was  not  sacrificed,  the 
filament tended to take a via falsa toward  the PPA  instead of the  ICA. A  ligation was prepared on the most  proximal 
part  of  the  ECA  stump.  Mini  clips  (Roboz Surgical  Instrument Co.,  Inc., USA) were placed  at  the  ICA  and CCA. An 
arteriotomy was performed on the distal part of  the  ECA  stump  (Fig.  2c).  A  5‐0  nylon  filament  (0.1‐mm  diameter, 
Ethilon,  Ethicon  Inc.,  USA)  was  pushed  through  the arteriotomy  toward  the  ICA  (Fig. 2d) until  the  tip  reached  the 
occluded part by the distal clip. One might consider rotating the ECA stump in the inferior direction before inserting the 
filament,  so  that  the  path  for  the  filament  would  be  straight. However, the tip of the filament can get stuck at the 
bifurcation while it is being advanced. Therefore, we inserted  the filament at a more “physiological” angle ≤90° (Fig. 2d). 



















































































transcardial perfusionfixation  at day 2  after  SAH. The brains were removed, postfixed and paraffin embedded. The 
blocks were  sliced  into  7‐μm  sections  using  a microtome  (Leitz 1512 Microtome, Wetzlar Germany). Hematoxylin and 
eosin  (HE) staining was performed for overview and CVS identification. 
 
For the assessment of neuronal injury, Fluoro‐Jade C  (FJC)  staining  (Merck Millipore, USA) was performed  as 
previously  described  [21].  To  evaluate  the  occurrence  of apoptotic neurons, terminal deoxynucleotidyl transferase 
dUTP nick  labeling  (TUNEL)  staining was performed  (Roche Diagnostics, Germany). The numbers of  FJC‐ and TUNEL‐
positive cells were determined in randomly selected  regions of  interest  in  the hippocampal  region and cerebral  cortex. 
Because microthrombosis has been discussed more  recently  as  an  additional  explanation  for  neuronal  injury after 









The perforation caused a sharp  increase  in  ICP. After withdrawal of the filament, the full reperfusion through the  ICA 
caused a further  increase  in  ICP, reflecting a  full‐scale  SAH. We could clearly observe brief decreases in the respiration 
and pulse frequency in this phase, presumably reflecting  a  Cushing  reflex, as  in  previous reports  [4,  8].  The  distance 
until vessel perforation was achieved varied by  1–3 mm  among  the  cases.  In our experience,  this distance  cannot  be 
standardized  by  any means.  The  distance might  vary 1~2 mm depending on the site of the arteriotomy, or on  several 
other factors, such as the positioning of the animal’s  head. Therefore, ICP monitoring is probably the method of choice 











set, our success rate was approximately 50 %, with a high  intraoperative morality  (surgery‐related  death  before  SAH 
induction)  of  25  %.  After  accumulating  experience  (20~30  cases),  the  success  rate  increased  to  >90  %  and 






Presence  of  blood  could  be  histologically  verified  (Fig.  3b).  Morphological  signs  of  CVS  could  be  clearly  seen  in 
animals subjected to SAH (Fig. 3b). Degenerative neurons were  visible  in  the  ipsilateral  cortex  (parietal  and  temporal) 



















    
 
Fig. 3 (a) Representative brain specimens. Subarachnoid blood in the  basal cisterns is clearly visible at day 0 (arrows). The amount of blood decreased 
with  time. No  SAH was  seen  in  sham  animals. 
(b)  Representative  image  sections of  the distal  ICA  showing morphological  signs  of  CVS  with  thickened  vessel  wall  in  SAH  (arrow).  Note  the 






We  successfully  reconstructed and established  the cWp SAH  model,  showing  important  pathologies  such  as  vessel 
rupture,  ICP  increase,  Cushing  reflex,  microthrombosis,  CVS  and neuronal  injury, hence confirming previous studies. 
This mouse model was derived  from  the  rat  filament perforation model and was reported  for the  first time by Kamii 
et al.  in  1999  [8].  The  first  paper dedicated  to  the model  itself was  published by Parra et al.  in 2002  [17]. Another 
paper  dedicated  to  the model  itself  followed  in  2010  [4].  In  the  latter,  suitable  intraoperative  parameters  for  the 
controlled and  standardized induction of SAH were described. 
It  is common sense to consider that the  initial amount of hemorrhage  influences  the  degree  of  brain  injury.  Further, 
the  time  period  during  which  erythrocytes  break  down  and  blood  disappears  from  the  CSF  compartment  closely 
mirrors  the onset and resolution of CVS. The compartmental  inflammatory  response, which might  contribute  to CVS‐
dependent  or  ‐independent  neuronal  injury,  is  triggered  by  erythrocyte  breakdown and also by hemoglobin  release 
[15]. Therefore,  the size of the hematoma and the kinetics of its resorption are of  interest.  It  is well  accepted  that  in 
smaller  animals  (e.g.,  lissencephalic  rodents),  the  clearance  of  the  clot  is  more rapid  than  in  larger  animals  (e.g., 
gyrenecephalic primates)  [9].  However,  detailed  information  about  the  rate  of  clot  clearance  in mouse SAH  is rare 
in the literature. A detailed description is available for the cisterna magna injection model. One hour after SAH, a  large 
diffuse  blood  clot was  described  in  the  subarachnoid  space; on day 1,  the  clot was  thinner,  but  still  clearly  visible 
around  the  major  cerebral  arteries;  on  day  3  or  4,  the  cisternal  blood  clot  was  essentially  absent  [9].  Our 
observations indicated a similar kinetic  in hematoma  resorption. The latter might explain the early onset of CVS in the mouse 
SAH model, which, in turn, might compromise the discrimination between the effects of early brain injury and CVS. 
At  this  point,  the  impossibility  of  controlling  the  degree  of  SAH  has  to  be  mentioned  again  as  the  most  crucial 
disadvantage of  the cWp model, as already discussed  in  the  literature  [4, 9]. Advantages and disadvantages of the cWp 
model com‐  pared with other models have been discussed  in detail else‐ where  [1, 4, 10, 19].  In brief,  the cWp model 
is  technically  (surgically) the most challenging model. Further, differentiation between the effects of SAH per se and effects 
of intracranial  hypertension  is not possible  [18]. However, the model replicates the human pathophysiology satisfactorily, 
including vessel rupture and endothelial damage, which might be important  features. No model other than the cWp model 







Mice models  are  becoming  increasingly  popular,  as  better understanding of SAH‐induced brain injury at the molecular 
level,  using  genetically  engineered  animals,  is  needed.  The  cWp model  is  the most  frequently  used  SAH model  in 
mice.  The model  replicates  the  important pathophysiology  satisfactorily. 
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